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憶から徐々に恐怖を取り除く持続エクスポージャー療法
と呼ばれる認知行動療法（心理学的療法）である。この
方法では治療に長い時間を要することや，恐怖記憶を何
度も想起させる必要があり，患者への負担も大きい。そ
のために治療途中での脱落なども伴う。また治療した後
に再度発症してしまうケースもある。PTSDに対する治
療 法 は 心 理 学 的 療 法 のみしかないのが 現 状 であり，
はじめに
　心 的 外 傷 後 ストレス 障 害（PTSD；Post-traumatic 
stress disorder）は恐怖体験を過度に記憶する，あるい
は，恐怖記憶を修飾して軽減できない疾患であり，この
ような恐怖体験に基づいた疾患が社会問題となってい
る。現在のところPTSDに対する主な治療法として行わ
れているのは，恐怖を体験した事柄を想起させ，その記
原 著
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和文要旨
　文 脈 性 恐 怖 記 憶（CS-US記 憶）は 条 件 刺 激（CS，Conditioned Stimulus）と 無 条 件 刺 激（US，
Unconditioned Stimulus）が連合されて形成される。CS-US連合時には，様々な脳領域が繋がり合い複
雑なネットワークを形成することから，多くの脳領域がCSおよびUS情報を受け，連合を制御している
ことが予測される。
　このような背景のもと，本研究では恐怖条件づけ学習課題をベースとした行動実験系を用いて，時間
経 過 に 依 存 して 変 化 するArc（activity-regulated cytoskeleton-associated protein）RNAの 局 在 を 
catFISH （cellular compartment analysis of temporal activity using fluorescence in situ 
hybridization）法により検出することで恐怖記憶連合時にCSとUSに応答し，連合に関わる脳領域を検
索した。そして，我々はCSとUSに応答し，連合が生じる際にCSおよびUSの両方の情報を持つ神経細
胞が増加する脳領域として，扁桃体の基底外側核（Basolateral Amygdala），海馬のCA １ ，嗅内皮質
（Entorhinal cortex），前頭前皮質（Prefrontal cortex），さらに梨状皮質（Piriform cortex）を発見した。
これらの結果は，従来考えられていたよりも多くの脳領域が恐怖記憶のCS-US連合に関与することを示
唆している。
Abstract
　The association of contextual fear memory (CS-US association) occurs when a conditioned stimulus 
(CS) is paired with an unconditioned stimulus (US). When the association occurs, many brain regions 
are thought to be inter-connected each other and form a complex network. Thus, CS-US association 
may occur in many brain regions that receive convergent CS and US inputs. In this study, we employed 
a behavioral paradigm, context-pre-exposure facilitation effect (CPFE) paradigm, in which mice 
received paired or unpaired presentations of the CS and US during conditioning. Using this behavioral 
paradigm, we performed Arc catFISH analysis to detect brain regions required for the CS-US 
association and found that basolateral amygdala, hippocampal CA１, prefrontal cortex, piriform cortex, 
entorhinal cortex, anterior cingulate cortex, ectorhinal cortex, sensory cortex, visual cortex, and 
retrosplenial cortex that responded to CS-US signals. Furthermore, we found that the number of CS-
US responsive neurons significantly increased in basolateral amygdala, CA１, prefrontal cortex, piriform 
cortex, and entorhinal cortex of paired group. These results suggest that these brain regions regulate 
the CS-US association of contextual fear memory.
Key words: Contextual fear conditioning, CS-US association, Brain regions, CatFISH
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験系の確立
　マウスをコンテクストに入れた直後に電気ショックを
与える操作（即時電気刺激，Immediate shock）のみで
は恐怖条件づけは成立しないが，以前に同じコンテクス
トにさらされ，そのコンテクストを憶えていると恐怖条
件づけが成立し，マウスは恐怖記憶を形成する。この現
象 はContext pre-exposure facilitation effect （CPFE）５）
と呼ばれる。我々は，CPFE現象を応用し，連合を評価
する行動実験系をすでに確立しているが4），本研究では，
この行動実験系をさらに改変した行動実験系を用いた。
マウスを連合群と非連合群の ２ 種のグループに分けた。
連合群のマウスはまずCSとして長方体のコンテクスト
A （幅１７５×奥行１6５×高さ３００ mm）に 6 分間入れられ，
その場所を憶えた。その３０分後にマウスを再度同じコン
テクストAに入れ， ５ 秒後に底面に設置されたグリッド
を介して即時電気刺激（０.8mA, ２ 秒間）をUSとして与
え，さらに １ 分間コンテクスト内に留めさせ，その後
ホームケージに戻した。２4時間後に再度コンテクストA
にマウスを入れ，マウスが恐怖を感じたときに示す行動
（フリージング）を測定した。一方，非連合群は円柱体
のコンテクストB （直径１8０×高さ２３０ mm）に 6 分間入
れ，その場所を憶えさせ，その３０分後にコンテクストA
に入れ，即時電気刺激を与えた（図 １ ）。
　本実験には１０－１２週齢のC５７BL/ 6 J♂マウスを用い
た。また，マウスが示したフリージングの計測は室町機
械株式会社製，DVTrack ビデオ・トラッキング・シス
テムを用い，各群間の比較は，Student’s t-testを用いた。
２ ．恐怖記憶連合に関与する脳領域の同定
　最初期遺伝子の １ つであるArcは神経細胞の活性化
PTSDを初めとする恐怖記憶がベースとなった疾患に対
する新規かつ根本的な予防法と治療法の確立が望まれて
いる。
　PTSD発症のトリッガーは過度な恐怖記憶の形成であ
る。実験動物においては，恐怖記憶は条件刺激（CS）
と無条件刺激（US）の ２ つのイベントが連合して形成
される。恐怖条件づけなどの恐怖連合記憶は，恐怖を感
じた場所（文脈，コンテクスト）や音などのCSと電気
ショックなどのUSが同じ神経細胞に入力し，可塑的な
変化が生じることで形成される。記憶形成後にはCSの
みで恐怖記憶が想起される。これまでの研究から，文脈
性恐怖条件づけにおいて，扁桃体の基底外側核の神経細
胞はCSとUSの両方の情報の入力を受けており１），学習
後にはCSに対する応答性が増大することが知られてい
る２）。また，前 頭 連 合 野（Frontal association cortex）
領域には，嗅周野（Perirhinal cortex）からCS情報，一
方，島皮質（Insular cortex）からUS情報の入力を受け
る神経細胞が存在し，これらの情報を統合していること
が示唆されている３）。しかしながら，様々な脳領域の膨
大な神経細胞が複雑なネットワークを形成し，お互いに
情報を送り合うことで，高次の脳機能を生み出している
ことから，多くの脳領域がCSおよびUS情報の統合，す
なわち記憶の連合に関与していることが予測される。
　我々は，マウスを用いて恐怖連合記憶を評価する行動
実験系をすでに確立している4）。本研究ではこの行動実
験系の変法を利用し，CS情報とUS情報の連合に関わる
脳領域を生化学的手法により検索した。
方　法
１ ．恐怖連合記憶（CS-US記憶）を評価する新規行動実
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図 1　CPFEパラダイム
（A）行動実験のスケジュール。連合群ではマウスをコンテクストA（CS）に 6分間入れ，その場所を覚
えさせた。その３0分後にマウスを再度同じコンテクストに入れ， 5秒後に0.8mA 2 秒間の即時電気刺激を
USとして与え，ホームケージに戻した。一方，非連合群ではコンテクストBにマウスを入れ，３0分後にコ
ンテクストAに入れ即時電気刺激を与えた。恐怖条件づけの24時間後にマウスを再度コンテクストAに入
れ，恐怖記憶の指標となる「フリージング」の割合を測定した。（B）テスト時のフリージング。非連合群
は低いフリージングを示したのに対し，連合群は有意に高いフリージングを示した。動物数=10/グループ。
エラーバーはSEMを示す。アステリスク：P＜0.05。
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　事前に経験したコンテクストで即時電気刺激を受けた
マウス群（連合群）は，経験していないコンテクストで
即時電気刺激を受けたマウス群（非連合群）に比べ有意
に高いフリージングを示した（図 １ B）。このことから，
連合群ではCS-US連合が成立し，恐怖記憶が形成したこ
とが示された。以下の実験では連合が成立する“連合条
件”または連合が成立しない“非連合条件”を用いて，
CSおよびUSに応答する脳領域を検索した。
２ ．恐怖記憶連合に関与する脳領域の同定
　扁桃体基底外側核，海馬CA １ ，前頭前皮質，梨状皮
質，嗅内皮質，前帯状皮質（Anterior cingulate cortex），
嗅 外 皮 質（Ectorhinal cortex）， 感 覚 皮 質（Sensory 
cortex），視覚皮質（Visual cortex），さらに脳梁膨大後
部皮質（Retrosplenial cortex） ではArc RNAの局在は
核および細胞質で観察され，これら領域はCSおよびUS
の入力を受けていることが示された（図 ２ C，図 ３ ）。
連合群では基底外側核，CA １ ，嗅内皮質，前頭前皮質，
さらに梨状皮質において，CSおよびUSの両方の入力を
受けている神経細胞の数が，非連合群に比べ有意に増加
していた（図 ２ C，図 ３ ）。以上の結果より，これらの
脳領域はCSおよびUSの両情報の入力を受け，恐怖記憶
の連合を制御していることが強く示唆された。
考　察
　本研究により，恐怖連合記憶形成時に基底外側核，
CA １ ，前頭前皮質，梨状皮質，嗅内皮質，前帯状皮質，
嗅外皮質，感覚皮質，視覚皮質，そして脳梁膨大後部皮
マーカーであり，恐怖記憶の形成に関与することが示さ
れている6）。Arc RNAは外部からの刺激に対して極めて
高い発現誘導性を示し，学習 ５ 分後から核内で発現し，
３０分後には細胞質へ移行する特徴を持つ７，8）。本研究で
は，連合条件または非連合条件を用いて，コンテクスト
にマウスを入れ，CS記憶を形成させた３０分後に即時電
気刺激（US）を与えた。行動実験終了 ５ 分後にマウス
を屠殺し，脳を取り出し凍結した。各脳領域（Bregma
から１.９8，１.１０，－１.０6，－１.９8，そして－３.０8mm付近）
より２０mの 凍 結 切 片 を 作 製 し，catFISH法７，8）により
Arc RNAを 検 出 し，その 細 胞 内 局 在 を 調 べた（図
２ A）。この 条 件 を 用 いることで，CS刺 激 由 来 のArc 
RNAは細胞質に，US刺激由来のArc RNAは核に局在す
ると考えられる。また核と細胞質の両方にArc RNAが
局在する神経細胞は，CSとUSの両方に応答した細胞で
ある。すなわち，恐怖記憶の連合に関与する神経細胞で
あると考えられ，このような神経細胞が存在する脳領域
を検索した（図 ２ B）。各切片の画像は4０倍の対物レン
ズを使用したLSM７００共焦点顕微鏡（Carl Zeiss）によ
り取得し，Zenソフトウェア（Carl Zeiss）を用いてArc 
RNAが核，細胞質，核と細胞質の両方に発現している
神経細胞数をカウントした。各群間の比較は，One-way 
analysis of variance （ANOVA） およびTukey-Kramer 
post hoc testを用いた。
結　果
１ ．恐怖連合記憶（CS-US記憶）を評価する行動実験系
の確立
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図 2　ArccatFISH
（A）実験スケジュール。行動実験終了 5分後にマウスを屠殺し，その脳切片を用いてArccatFISHを行い，
Arc陽性細胞数をカウントした。（B）CS由来のArcは細胞質に，US由来のArcは核に局在する。核と細胞
質の両方にArcRNAが局在する神経細胞が連合に関与する神経細胞であると考えられる。（C）ArcRNAの
細胞内局在の同定方法。LSM700共焦点顕微鏡（CarlZeiss）を用いて，40倍の対物レンズを使用し20μm
厚の脳切片を観察した。厚さ 1μmの共焦点画像（合計20画像）をZenソフトウェア（CarlZeiss）を用い
て解析し，ArcRNAの細胞内局在を判定した。ArcRNAが核，細胞質，核と細胞質の両方に発現している
神経細胞数をカウントした。
鈴木ほか：恐怖連合時には多領域にCS，US情報が入力する 25
で有意に増加することを発見した。
　基底外側核の神経細胞ではArc RNAの局在は核およ
び細胞質で観察されたが，この領域はCSおよびUSの入
力を受けているという過去の報告と一致していた１）。さ
質 の１０領 域 がCSおよびUSに 応 答 することが 明 らかと
なった。また，基底外側核，CA １ ，嗅内皮質，前頭前
皮質，梨状皮質の ５ 領域ではCSおよびUSの両方の入力
を受けている神経細胞の数が非連合群にくらべ，連合群
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図 4　ArcCatFISH解析の定量結果
扁桃体基底外側核，海馬CA 1 ，前頭前皮質，梨状皮質，嗅内皮質，前帯状皮質，嗅外皮質，感覚皮質，
視覚皮質，さらに脳梁膨大後部皮質ではArcRNAの局在は核および細胞質で観察された。また，連合群で
は基底外側核，CA 1 ，嗅内皮質，前頭前皮質，さらに梨状皮質において，CSおよびUSの両方の入力を受
けている神経細胞の数が，非連合群に比べ有意に増加した。n=12脳切片（各グループ 4個体由来）エラー
バーはSEMを示す。アステリスク：P＜0.05。
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梨状皮質など，多くの脳領域と繋がりを持つことが報告
されている２１）。したがって，これらの 領 域 とのネット
ワークを介し連合を制御していると思われる。
　最後に，今回の研究から，これまで明らかとなってい
た扁桃体の基底外側核の他に，多くの脳領域が恐怖記憶
のCS-US連合に関与することが示唆された。しかしなが
ら，これらの領域が実際に連合に関与しているのかは明
らかではなく，今後，行動レベルでこれらの脳領域の機
能を明らかにしていきたいと考えている。また今回の結
果が記憶連合メカニズムの解明や恐怖記憶がベースと
なった疾患に対する予防法や治療法の確立につながるこ
とを期待する。
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